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１．緒言
　近年、食生活の変化と高齢化に伴い心血管障害が増
加し、その原因としてのメタボリックシンドロームや
動脈硬化への対策が必要とされている。これらの発症
リスクとしては肥満、内臓脂肪、LDLコレステロー
ル、インスリン抵抗性などが挙げられているが、いず
れも食事性脂質の関与が大きく、特に食後高脂血症の
影響が注目されている。また、糖尿病や腎臓病に多く
見られる動脈硬化性疾患にも食事性脂質の関与が示唆
されており、これらの疾患の危険因子の一つと考えら
れる食後高脂血症研究において、食事由来の腸管リポ
蛋白であるカイロミクロン（以下 CM）の分泌・代謝
の分析が重要になってきている。
　CMは中核部に疎水性のトリグリセライド（以下
TG）とコレステロールエステルをもち、表層を両親
媒性のリン脂質、遊離コレステロールおよびアポ蛋
白（apolipoprotein, 以下 apo）がおおった巨大なリポ
蛋白である。apoB48は CMを粒子として統合する主
要なアポ蛋白であり 1粒子当たり 1分子存在してい
る。CMの分析には apoB48の測定が有用であるが、
apoB48は apoB100と共通の遺伝子から翻訳される部
分ペプチドであり、apoB100の N末端側とアミノ酸
配列構造が同一であるため、特異的に測定するための
抗体を得ることは難しいと考えられてきた。しかし、
1997年我々が apoB48の C末端の合成ペプチドを用い
て apoB48特異的モノクローナル抗体 4C8を樹立し、
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chylomicron metabolism, we investigated the secretion of apoliporotein B48 (apoB48) in cultured 
intestinal cells. Human intestinal cell line Caco-2 cells were cultured on the pored membrane of 
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これを用いて 2005年 Kinoshitaらが ELISA（Enzyme-
linked Immunosorbent Assay）系を開発し、apoB48の
定量測定が可能となった 1）。
　本研究では、腸管リポ蛋白の CMを分析するにあ
たり 1989年に Hidalgoらにより樹立された 2）ヒト大
腸がん由来の細胞株である Caco-2細胞株を用いた。
Caco-2は多孔性メンブレンをもつ二重底ディッシュ
に濃密に播種して極性培養を行うと単層を形成し、2～
3週間培養を継続すると分化して小腸様の吸収上皮と
してのさまざまな特性を発現する。我々は Caco-2細
胞極性培養系において、管腔側に脂質ミセルを加える
と細胞が吸収して基底膜側に apoB48を含むカイロミ
クロンが分泌されることを観察し、実験系として構築
した 3）。
　近年、食品成分が動脈硬化予防に効果があると関心
を集めている。血清脂質低下作用については、大豆イ
ソフラボンや茶カテキンなどがよく知られているが、
発酵乳についても 1974年のマサイ族を対象とした研
究 4）を初めとしてマウス、ラット、ヒトで血中コレステ
ロール低下作用が認められるとの報告がある 5）6）7）8）9）
しかし、いずれも動物、細胞レベルで様々な研究が行
われているものの、apoB48分泌を検討した報告は少
なく、特異的な ELISA法を用いた報告はこれまでに
ない。
　我々は CM分泌抑制を通じて動脈硬化予防効果が期
待される食品成分を探索することの一環として、本研
究においては、腸管に対し種々の影響を及ぼし、血清
脂質の改善作用も報告がある乳酸菌について、Caco-2
における脂質代謝に与える影響を観察した。
２．方法
　Caco-2（Passage number 43、理研バイオリソースセ
ンターより譲渡）は Chateauらの方法に従い 10）多孔
膜メンブレンをもつ二重底培養ディッシュを用いて極
性培養した。胆汁酸を加えて超音波処理した脂質ミセ
ルを乳酸菌とともに管腔側に添加し腸管細胞に吸収さ
せ、その結果基底膜側に分泌される CMの apoB48の
定量を行った。
２－１．細胞の培養と二重底培養ディッシュへの播種
　Caco-2細胞は DMEM：ダルベッコ変法イーグル
培地「ニッスイ」①（日本製薬株式会社）、10％ウ
シ胎児血清（FBS、GIBCO）、10％ NaHCO3、0.5％
Penicillin Streptomycin（GIBCO）を用いて、CO2イン
キュベーター（37℃、5％ CO2）で培養した。継代の
後、多孔性メンブレンフィルター付きの二重底　培
養ディッシュ（6well plate、24mm insert polycarbonate 
membrane、多孔膜ポア半径 0.4µm、Costar）の上部
漕に DMEM（FBS－）に懸濁して濃厚播種（6.0 ×
104cells/cm2）し、基底膜側は DMEM（FBS＋）と
して 3週間培養した。電気抵抗は Millicell ERS-2
（MILLIPORE）を用いて測定し、単層膜の形成を確認
した。本実験では電気抵抗値は約 800Ω・cm2を基準
とした。
２－２．脂質ミセルの作成
　脂質ミセルは以下の様に作成した 10）。培地 1ml
あたり 100mM oleic acid（SIGMA）（以下 OA）6µl、
25mM cholesterol（SIGMA）（以下 Chol）2µl、100mM 
2-monooleoylglycerol（SIGMA）（以下 2-MO）2µl、
100mM phosphatidylcholine（SIGMA）（以下 PC）2µl、
100mM lysophosphatidylcholine（SIGMA）（以下 LPC）
2µlを滅菌処理した試験管内で混合し窒素下で乾燥
した。DMEM（FBS－）を溶媒とし調製した胆汁酸
（24mM sodium taurocholate（SIGMA）（ 以 下 TC） を
培地 1.5mlあたり 124µl分注し 10分間超音波処理し
た（ULTRASONIC300, J.M.NEY COMPANY）。さらに
1wellあたり 1.5mlになるように DMEM（FBS－）を
加えて、1分間超音波処理し脂質ミセルを作成した。
培地中の最終濃度は以下の通りである。OA：600µM、
Chol：50µM、2-MO：200µM、PC：200µM、LPC：
200µM、TC：2mM。
２－３．乳酸菌の培養
　L-55 乳酸菌（Lactobacil lus acidophilus strain 
L-55、オハヨー乳業株式会社より提供）11）12）13）を
Lactobacilli MRS Broth（Difco） に て 37 ℃、24 時 間
前々培養した後、前培養、本培養と 2回植え継ぎ同様
に培養を行った。本培養後、0.75％の生理食塩水を用
い 10倍希釈を 4～ 5段階繰り返し 10-4、10-5倍に希
釈し寒天培地での培養にて菌数を確認した。培養液を
3,000rpm、10分間の遠心分離によって乳酸菌を回収
し、PBS（-）を用いて 2回菌体を洗浄した。洗浄毎の
遠心分離は上記条件で行った。
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２－４．乳酸菌の調製・添加と培地の回収
　2－ 3において回収した L-55乳酸菌を下記の条件
（1）～（3）で培養系管腔側に添加し、脂質ミセル添加
40時間後に基底膜側培地を回収した。
（1）生菌添加と死菌添加の比較
　L-55乳酸菌の生菌を PBSで 3回洗浄した後、100℃
で 30分間加熱処理し死菌を作成した 14）。100CFU/cell 
Caco2濃度で生菌と死菌の懸濁液作成し培養系管腔側
に添加した。添加 24時間後に培地を取り除き、2－ 2
で作成した脂質ミセルを添加した。
（2 ）乳酸菌の菌数、添加のタイミングによる比較（生
菌による検討）
　L-55乳酸菌（生菌）100CFU/cell Caco2、1000CFU/
cell Caco2の懸濁液を作成し培養系管腔側に添加した。
添加 24時間後に培地を取り除き、2－ 2で作成した
脂質ミセルを添加した。
　 ま た、L-55 乳 酸 菌（ 生 菌 ）100CFU/cell Caco2、
1000CFU/cell Caco2の懸濁液を脂質ミセルで懸濁液作
成し、管腔側に添加した。
（3）オリゴ糖添加の有無による比較（生菌による検討）
　5 ％ に 調 製 し た フ ル ク ト オ リ ゴ 糖（Fructo-
oligosaccharides（Mixture of 1-Ketose, Nystose and 
1-Fructofuranosyl-D-nystose）、和光純薬工業株式会社）
を（2）の条件において各々に 1.5µl添加する（最終濃
度0.005％）。オリゴ糖添加は乳酸菌と同時添加とした。
２－５．培地中に分泌されたアポ蛋白の測定
　 培地中の apoB48 を ELISA 法（Human ApoB-48 
ELISA KIT :AKHB48J, Shibayagi, Gunma, Japan）によ
り測定した。
２－６．統計処理
　Studentの t検定にて解析した。p < 0.05を有意差有
りとした。
３．結果
（1）生菌添加と死菌添加の比較
　乳酸菌の生菌添加と死菌添加において、いずれもミ
セルのみと比べて apoB48分泌が有意に抑制された。
生菌添加と死菌添加の比較では apoB48分泌に大きな
差は認められなかった。（図１）
（2 ）乳酸菌の菌数、添加のタイミングによる比較（生
菌による検討）
　乳酸菌の添加菌数の比較では菌数 100CFU/cell 
Caco2添加に比べて 1000CFU/cell Caco2添加で apoB48
分泌がより抑制された。（図２）また、乳酸菌添加の
タイミングによる比較では、菌数 100CFU/cell Caco2
添加において脂質ミセル添加の 24時間前に添加した
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図１　乳酸菌が apoB48 分泌に与える影響
生菌と死菌添加の比較
（菌数 100CFU/cell Caco2、24 時間前添加）
図２　乳酸菌の菌数と添加のタイミングによる
apoB48 分泌に与える影響
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場合は同時添加に比べて apoB48分泌が抑制された。
1000CFU/cell Caco2添加では逆の傾向がみられた。
（図２）
（3）オリゴ糖添加の有無による比較（生菌による検討）
　乳酸菌の菌数 100CFU/cell Caco2添加での脂質ミセ
ル添加の 24時間前添加と同時添加、菌数 1000CFU/
cell Caco2添加での脂質ミセル添加の 24時間前添加と
同時添加、いずれの条件下でもオリゴ糖添加の有無にお
いて apoB48分泌に大きな差はみられなかった。（図３）
４．考察
　これまで乳酸菌においては 1974年Mannと Spoerry
らがマサイ族を対象にした試験において初めて発酵乳
の血清コレステロール低下作用を報告 4）した後、多
くの研究が行われている。発酵乳は血清コレステロー
ルの低下作用があるという報告 5）6）7）8）9）と、作用
が認められないという報告 15）16）がある。これについ
ては血清コレステロール低下作用におよぼす影響は菌
株の違いに依存するものであったとの報告 17）18）もあ
り、特定の菌株についての血清コレステロール低下作
用を検討した報告 19）20）21）22）がある。
　コレステロール低下作用の機序については、乳酸菌
にコレステロールや胆汁酸吸着能があるとの報告 17）23）
や、胆汁酸脱抱合作用による胆汁酸の腸管吸収阻害 24）25）
や、糞便中にコレステロールや胆汁酸の排泄量が増加
するなどの報告 26）27）がある。また、Leyらは乳酸菌
が腸においてコレステロールをコプロスタノールに変
換することでコレステロールを低下させるとの報告 28）
をしている。
　今回用いた L-55乳酸菌は腸管への生着率が高いこ
とが知られ、花粉症・アトピー性皮膚炎におけるアレ
ルギー反応を抑制することなどが報告 11）12）13）され
ているが、脂肪の吸収と分泌についての知見はない。
この度、L-55の添加により生菌、死菌の添加ともに
apoB48の合成と分泌の減少がみられた。一方、生菌
と死菌の間では、添加における apoB48分泌の減少に
有意な差はみられなかった。吸収・分泌をみた今回の
検討とは異なるが 2002年の Kimotoらの死菌に比べ生
菌がよりコレステロールを除去したとの報告 17）があ
る。また 2014年、119-2株による検討で死菌では菌
体のコレステロール吸着効果は認められなかったが、
動物を用いたコレステロール低下効果試験では死菌で
も有意な低下効果が確認されたとの報告 29）がある。
　乳酸菌生菌による添加菌数と添加のタイミングによ
る比較では、同時添加において 100CFU/cell Caco2に
比べて 1000CFU/cell Caco2の方が apoB48の分泌が抑
制されていたが、24時間前添加では apoB48の分泌に
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図３　乳酸菌添加時のオリゴ糖添加の有無による apoB48 分泌に与える影響
10
大きな差はみられなかった。これはついては 24時間
の孵置中に乳酸菌が増殖したことが推察される。また
1000CFU/cell Caco2の添加で添加のタイミングによる
大きな差がみられなかったのは、増殖の余地がなかっ
た可能性がある。さらに乳酸菌とともに添加したオリ
ゴ糖の有無による比較では差はみられなかった。ラッ
トにおいてはフルクトオリゴ糖についてのみで血清脂
質濃度を低下させるとの報告があるが、今回の結果で
は異なった結果となった。種差もあるが、オリゴ糖の
添加の濃度については検討の余地があると考える。
　CMや apoB100を主構成タンパクとする VLDLな
どの TG-richリポ蛋白の代謝産物である CMレムナン
トや VLDLレムナントは、粒子上のアポ蛋白Ｅを介
して肝臓のレムナント受容体に結合し、通常、健常者
においては速やかに代謝される。一方、レムナントの
代謝が遅延している状態が高レムナント血症であり、
滞留したレムナントは血管内膜下に侵入しやすく動脈
硬化惹起性のリポ蛋白である。同様に動脈硬化惹起性
がある酸化 LDLはスカベンジャー受容体を介してマ
クロファージに取り込まれ、動脈硬化の初期巣を形成
することが知られているが、マクロファージにはスカ
ベンジャー受容体とは別にアポ B48受容体 30）31）が存
在し、CMレムナントをマクロファージに取り込み、
泡沫化そして動脈硬化巣の形成に働くことが知られて
いる。2000年 Brownらは頸動脈、大動脈、冠動脈の
動脈硬化巣の泡沫化したマクロファージに存在する部
位に一致してアポ B48受容体の陽性染色を認めてい
る 30）。また、2008年には Nakanoらが 4C8を用いて
人間の動脈硬化性プラーク中に apoB48が存在するこ
とを報告している 32）。
　ApoB48は CMの粒子上に 1粒子に対して 1分子存
在しているため、今回、観察された apoB48の減少は
分泌された CMの粒子数の減少を反映していると示
唆される。生体内ではリポ蛋白リパーゼの活性は充分
に存在するので、酵素量が正常であれば、カイロミク
ロントリグリセライドの水解は、非飽和的に進行する
と考えられ、従ってトリグリセライドが水解された後
は、少数の正常のサイズの CMレムナント粒子が産
生されることになる。
　本研究では L-55株乳酸菌が CMレムナント粒子数
の減少を介し動脈硬化抑制的に働く可能性が示唆され
た。今回は生菌と死菌添加による apoB48分泌減少に
大きな差がみられなかったため添加のタイミング・菌
数による検討を生菌のみとしたが、今後死菌における
検討も行いたい。また、乳酸菌の血清コレステロー
ル低下作用は菌株によるとの研究報告もあり、今後、
CM分泌についてもいくつかのの菌株をもちいて比較
検討することも有用と考える。
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